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RESUMO 
 
O aumento da radiação ultravioleta (RUV) que incide na superfície 
terrestre está associado à diminuição do ozônio estratosférico e pode 
afetar os organismos terrestres e aquáticos. Dentre o espectro da RUV 
que atinge a superfície terrestre, a radiação ultravioleta B (RUVB) é a 
mais danosa e pode penetrar nos ambientes aquáticos, atingindo 
embriões, larvas e adultos de espécies que ali habitam. Macrobrachium 
olfersii é um camarão de água-doce que habita águas rasas e 
transparentes, ficando exposto à radiação durante o seu ciclo de vida. As 
fêmeas de M. olfersii apresentam uma câmara incubadora externa, onde 
carregam seus embriões, podendo-se supor que a RUVB atinge também 
os embriões desta espécie. O objetivo deste trabalho foi investigar o 
efeito da RUVB sobre a morfologia externa dos embriões e os processos 
de proliferação e apoptose nas células embrionárias de M. olfersii. Para 
tal, foi simulado em laboratório a irradiância de UVB (310 mW/cm
2
) 
que as fêmeas desta espécie recebem durante a época de reprodução no 
ambiente natural. As fêmeas ovígeras com embriões no sétimo dia do 
desenvolvimento embrionário (E7) foram irradiadas com uma lâmpada 
UVB 6W por 30 min. Após a irradiação, essas fêmeas foram mantidas 
por 24 h e 48 h no escuro e analisadas em E8 e E9, respectivamente. 
Fêmeas ovígeras não irradiadas com embriões em E8 e E9 foram 
utilizadas como controle. Adicionalmente, embriões em E8 e E9 obtidos 
de fêmeas ovígeras coletadas no Parque Municipal da Lagoa do Peri 
foram utilizados como referência de irradiação UVB no ambiente 
natural.  Os resultados obtidos mostram que os embriões nas duas idades 
e dos dois grupos expostos à RUVB (laboratório e ambiente) 
apresentaram alterações na morfologia externa. Além disso, a RUVB 
induziu diminuição da proliferação celular, tanto na região do lobo 
óptico quanto da papila caudal, nas idades de E8 e E9. A RUVB 
promoveu também aumento no número de células em apoptose nas duas 
regiões embrionárias em E8 e E9. Esses resultados indicam que, mesmo 
em baixa dose de RUVB, esta radiação induziu alterações nos embriões 
de M. olfersii, sendo esses resultados importantes para considerar as 
condições reais de exposição dos embriões no ambiente natural, diante 
das alterações climáticas globais. 
 
Palavras-chave: Radiação UVB; Embrião; Crustáceos; Marcador 
mitótico; Marcador apoptótico; Mudanças climáticas globais.  
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1. INTRODUÇÃO  
 
O espectro eletromagnético solar é composto por ondas de 
rádio, micro-ondas, infravermelho, luz visível, radiação ultravioleta 
(RUV), raios X e raios gama (DIFFEY, 1991). A RUV encontra-se na 
faixa de comprimento de onda que varia entre 400 a 100 nanômetros 
(nm), sendo subdividida de acordo com suas propriedades físicas, de 
comprimento de onda, em três regiões: radiação ultravioleta A (RUVA, 
400 – 315 nm), radiação ultravioleta B (RUVB, 315 – 280 nm) e 
radiação ultravioleta C (RUVC, 280 – 100 nm). Contudo, considerando 
seus efeitos fotobiológicos, uma nova subdivisão foi proposta para a 
RUV em: RUVA-I (400 – 340 nm), RUVA-II (340 – 320 nm), RUVB 
(320 – 290 nm) e RUVC (290 – 200 nm) (DIFFEY, 1980; 2002). 
A intensidade com que a RUV chega à superfície terrestre é 
diferenciada e sua incidência é controlada pela camada de ozônio 
estratosférico, a qual é constituída por moléculas de ozônio (O3) que, 
por sua vez, são compostas por uma molécula de oxigênio (O2) e por um 
átomo livre de oxigênio (O). A atenuação da RUV na camada de ozônio 
se deve às reações fotoquímicas necessárias ao constante processo de 
formação e dissociação do ozônio, o qual depende da energia intrínseca 
da RUV (DIFFEY, 1991; ROWLAND, 2006). Assim, considerando que 
a quantidade de energia da RUV é inversamente proporcional ao seu 
comprimento de onda, toda a energia da RUVC é utilizada nas reações 
fotoquímicas na camada de ozônio (SGARBI et al., 2007). Com isso, a 
RUVC não atinge a superfície terrestre (SMITH et al., 1992), enquanto 
que a RUVA atinge a superfície, pois sua energia é pouco utilizada 
nessas reações fotoquímicas (BALOGH et al., 2011). Por sua vez, a 
RUVB, que apresenta comprimento de onda intermediário entre a 
RUVA e a RUVC, é parcialmente atenuada na camada de ozônio 
(DIFFEY, 2002).  
Desse modo, a camada de ozônio atua no controle da incidência 
da RUV que atinge a superfície terrestre. Com isto, estima-se que a 
proporção da RUVA que atinge a superfície seja de 90% a 95%, 
enquanto que a de RUVB seja de 5% a 10%, dependendo da região 
geográfica e da condição da camada de ozônio (KIRCHHOFF et al., 
2000; BROZYNA et al., 2007; D’ORAZIO et al., 2013).  
Considerando a importância da camada de ozônio, foram 
publicados na década de 1970 dois trabalhos clássicos, MOLINA e 
ROWLAND (1974) e CRUTZEN (1974), os quais demonstraram que a 
camada de ozônio pode apresentar alterações na sua composição, devido 
à emissão de compostos clorofluorocarbonos (CFC) e 
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bromofluorocarbonos (BFC). Esses compostos são fotodissociados pela 
RUV, liberando moléculas de bromo, flúor e cloro que se ligam ao O e 
O2, impedindo a formação de O3. Com isto, as emissões de CFC e BFC 
na atmosfera resultam na diminuição do ozônio estratosférico e 
consequentemente, no aumento dos níveis da RUVB na superfície 
terrestre (STOLARSKI e CICERONE, 1974; WOFSY et al., 1975; 
YUNG et al., 1980; MORRISETTE, 1989; SHANKLIN, 2010; 
MAIONE et al., 2013). Vale destacar, que os pesquisadores CRUTZEN, 
MOLINA e ROWLAND receberam em 1995 o Prêmio Nobel de 
Química (www.nobelprize.org) por seus trabalhos sobre a emissão de 
CFC e BFC e seus impactos no ozônio estratosférico.  
Além das alterações na camada de ozônio pela emissão de CFC 
e BFC, o fenômeno conhecido por buraco de ozônio antártico, 
descoberto na década de 1980, também contribui para a redução da 
camada de ozônio (FARMAN et al., 1985), principalmente na região sul 
da América do Sul, a qual pode se estender para latitudes mais baixas, 
como a região Sul do Brasil (KIRCHHOFF et al., 2000; DÍAZ et al., 
2006; GONZALEZ et al., 2014; PREVIDI e POLVANI, 2014). Esse 
fenômeno ocorre devido a maiores concentrações de compostos 
químicos em algumas regiões geográficas, os quais participam das 
reações fotoquímicas na camada de ozônio que, por consequência, 
resultam na rarefação do ozônio estratosférico (MEADOR et al., 2002).  
As radiações que atingem a superfície terrestre são 
fundamentais para diversos processos biológicos nos seres vivos. A 
RUVA fornece energia luminosa para a fotossíntese e para ativação da 
enzima fotoliase, que atua no reparo celular (SANCAR e SANCAR, 
1987; HÄDER et al., 2007) , a RUVB é indispensável para a síntese de 
vitamina D em humanos (BANDEIRA et al., 2006; DIFFEY, 2013) e 
também para a orientação visual de alguns animais vertebrados e 
invertebrados (LAND e NILSSON, 2002). No entanto, dependendo da 
dose recebida da RUV, alguns organismos podem desencadear reações 
adversas. A RUVA é responsável pelo envelhecimento precoce e pelo 
surgimento de queimaduras na pele (GALLAGHER e LEE, 2006). Já a 
RUVB, considerada a mais nociva aos organismos, também pode causar 
queimaduras na pele, além de desestabilizar o sistema imunológico e 
induzir alterações no DNA, que podem desencadear câncer de pele e 
catarata (CADET et al., 2005; MAHMOUD et al., 2008; NASSER, 
2010; DUPONT et al., 2013, SOLA e LORENTE, 2015). 
A RUVB pode também atingir os ecossistemas aquáticos 
dependendo da transparência na coluna d’água. Isto porque, a incidência 
da RUVB na coluna d’água é atenuada pela concentração de matéria 
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orgânica dissolvida que, por sua vez, absorve a energia do comprimento 
de onda mais curto da RUVB (KARENTZ e LUTZE, 1990; HÄDER et 
al., 1998; 2007; BANCROFT et al., 2007; ALTSHULER et al., 2011). 
Assim, em ambientes de águas transparentes, a RUVB incide em 
diferentes profundidades (SMITH et al., 1992) e os adultos, larvas e 
embriões dos animais que ali habitam ficam sujeitos aos seus efeitos 
fotobiológicos. Além disso, os embriões são classicamente referenciados 
como sendo mais susceptíveis à RUVB, por não apresentarem 
mecanismos de defesa completamente desenvolvidos (EPEL, 2003).  
Estudos mostraram diminuição significativa nas taxas de 
sobrevivência em embriões e também alterações no crescimento de 
larvas de vertebrados e invertebrados aquáticos, quando expostos à RUV 
(TIETGE et al., 2001; RUELAS et al., 2006; DONG et al., 2007; 
DAHMS e LEE, 2010; FUKUNISHI et al., 2013). A RUVB provocou 
alterações comportamentais nas larvas de caranguejos estuarinos 
(HOVEL e MORGAN, 1999), induziu estresse oxidativo em embriões 
de copépodes (WON et al., 2014; KIM et al., 2015) e induziu danos ao 
DNA de embriões e larvas de ouriços do mar (LESSER e BARRY, 
2003). 
Durante o desenvolvimento embrionário, os processos celulares 
como a proliferação e a apoptose são essenciais para a formação 
adequada dos embriões. A proliferação celular é responsável pelo 
aumento do número de células nos embriões e pela reposição de células 
quando necessário. Os ciclos mitóticos nas células embrionárias 
envolvem as fases de crescimento citoplástico e de duplicação do 
material genético, que ocorrem de forma mais rápida, quando 
comparadas às fases do ciclo mitótico de um organismo adulto 
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2005; NINOV et al., 2009). Quando a 
proliferação celular é excessiva, torna-se necessário um balanço entre 
proliferação e apoptose para a formação e manutenção dos tecidos e 
órgãos dos embriões (MEIER et al., 2000).  
A apoptose é um tipo de morte celular programada, responsável 
pela remoção de células, durante o desenvolvimento embrionário que, 
por sua vez, é importante para a formação de tecidos e órgãos (KERR et 
al., 1972; FADEEL e ORRENIUS, 2005). Além disso, a apoptose 
envolve alterações morfológicas, como a fragmentação do DNA e a 
formação de corpos apoptóticos (HAIL et al., 2006; CHI et al., 2014), 
mediadas pela ativação de diversas proteínas, as quais estão envolvidas 
em três vias específicas que coordenam os eventos da morte celular 
programada. Duas dessas vias são denominadas intrínsecas, sendo uma 
ativada pela geração de espécies reativas de oxigênio e outra em 
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decorrência de danos ao DNA. A terceira via, denominada extrínseca, é 
ativada por receptores de morte presentes na superfície celular 
(DOSEFF, 2004). Essas vias também podem ser induzidas por fatores 
exógenos abióticos, como a RUVB (KIECHLE e ZHANG, 2002; 
GRIVICICH et al., 2007; SUZANNE e STELLER, 2013).  
A disponibilidade de conhecimento acerca dos mecanismos 
celulares que, durante o desenvolvimento embrionário, podem ser 
afetados pela RUVB é consideravelmente escassa. Desse modo, 
considera-se de suma importância a necessidade da ampliação dos 
estudos sobre os efeitos fotobiológicos da RUVB em embriões de 
espécies aquáticas, considerando (i) os diferentes tipos de respostas 
celulares, (ii) a sensibilidade diferenciada das espécies, (iii) os possíveis 
comprometimentos nos estágios de vida subsequentes e (iv) os possíveis 
comprometimentos na dinâmica das populações naturais.  
Estudos sobre o desenvolvimento embrionário de camarões de 
água-doce vêm sendo realizados no Laboratório de Reprodução e 
Desenvolvimento Animal (LRDA) do Departamento de Biologia 
Celular, Embriologia e Genética (BEG) da Universidade Federal de 
Santa Catarina (UFSC) em Florianópolis, Santa Catarina, Brasil 
(MÜLLER et al., 1999; AMMAR et al., 2001; NAZARI et al., 2003; 
MÜLLER et al., 2003; 2004). Uma das espécies estudada pelo grupo do 
LRDA é o camarão de água-doce Macrobrachium olfersii (Wiegmann, 
1836) (Decapoda, Palaemonidae) (Figura 1). Nos embriões dessa 
espécie foram observadas algumas alterações induzidas pela RUVB, 
como alterações na morfologia dos embriões e na pigmentação dos 
cromatóforos, estresse oxidativo, danos ao DNA, alterações na estrutura 
e dinâmica funcional das mitocôndrias, entre outras (NAZARI et al., 
2010; 2013; ZENI et al., 2015; SILVA, 2015; QUADROS et al., 2016). 
 
 
Figura 1 – Indivíduos adultos de M. olfersii. Macho e fêmea ovígera em vista 
superior (A), fêmea ovígera em vista lateral (B). * indica a massa de ovos na 
câmara incubadora. Barra de escala: 10 mm (A) e 5 mm (B). Autor: Madson 
Silveira de Melo.  
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M. olfersii é uma das espécies de camarão de água-doce mais 
representativa e abundante no sul do Brasil e na Ilha de Santa Catarina 
(BOND-BUCKUP e BUCKUP, 1989), habita e se reproduz em águas 
claras e pouco profundas, onde a RUVB atinge com facilidade. Esta 
espécie apresenta fecundidade média de 1557 ovos (NAZARI et al., 
2003), sendo que o desenvolvimento tem duração de 14 dias 
embrionários (E), em temperatura de 24°C (±1) (SIMÕES-COSTA et 
al., 2005) e os ovos são do tipo centrolécitos, com clivagem 
meroblástica superficial (MÜLLER et al., 2004). Outra característica de 
M. olfersii é que as fêmeas desta espécie apresentam uma câmara 
incubadora externa, localizada na região ventral do abdome, para 
alojamento dos seus numerosos ovos, durante todo o desenvolvimento 
embrionário (AMMAR et al., 2001).  
Entre os dias embrionários E1 a E3, os embriões passam pelas 
fases de clivagem e gastrulação, que possibilita a organização do disco 
germinativo, o qual contém os três folhetos embrionários.  Em E4, 
organiza-se o nauplius embrionizado, constituído pelos lobos ópticos, 
apêndices naupliares e papila caudal. A partir de E5-E6 inicia a 
organização do pós-nauplius embrionizado, caracterizado pelo 
crescimento e diferenciação das estruturas naupliares, precursoras de 
todas as estruturas e órgãos do embrião. A partir de E7 inicia a 
pigmentação dos olhos, o aparecimento dos cromatóforos e a bifurcação 
dos apêndices. Nesta idade, devido ao seu dobramento, a papila caudal 
aproxima-se da região equatorial do ovo. Em E8, os lobos ópticos são 
bem evidentes, visto que ocorre o crescimento da área pigmentada dos 
olhos e a papila caudal atinge a região equatorial do ovo. A partir de E9, 
inicia-se a diferenciação dos omatídeos dos olhos, os quais apresentam 
um grande aumento de tamanho. A papila caudal cresce e ocupa a região 
sobre os lobos ópticos. Entre E10 e E14 ocorre um aumento no número 
dos cromatóforos e inicia-se a segmentação da papila caudal, que 
resultará abdome do embrião, além disso, ocorre também a organização 
da carapaça e a maturação dos órgãos (SIMÕES-COSTA et al., 2005) 
(Figura 2).  
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Figura 2 – Embriões de M. olfersii, destacando as regiões embrionárias em 
vista total. Embrião em E7 (A), E8 (B) e E9 (C). an, apêndices naupliares; ap, 
apêndices pós-naupliares; c, cromatóforo; lo, lobo óptico; o, olho; on, olho 
naupliar; pc, papila caudal; v, vitelo. Barra de escala: 0,1 mm. Fonte: adaptado 
de SIMÕES-COSTA et al. (2005).  
 
Assim, considerando o breve panorama descrito, este trabalho 
de conclusão de curso aborda os impactos da RUVB em embriões de M. 
olfersii, buscando compreender as repostas celulares frente à radiação 
artificial e à radiação solar natural, sendo esta última importante para o 
reconhecimento do impacto realístico da RUVB. A estação reprodutiva 
dessa espécie ocorre nos meses de verão, quando os índices de RUVB 
são os mais altos, segundo os dados do Centro de Previsão de Tempo e 
Estudos Climáticos do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais 
(CPTEC/INPE), é provável que os embriões recebam doses elevadas de 
RUVB e que essas comprometam o seu desenvolvimento.  Assim, a 
hipótese desse estudo é a de que a RUVB provoca alterações no 
desenvolvimento embrionário, promovendo uma diminuição na 
proliferação e induzindo um aumento na morte celular por apoptose das 
células embrionárias de M. olfersii.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 
Investigar o efeito da RUVB sobre a morfologia externa dos 
embriões, bem como sobre os processos de proliferação e apoptose nas 
células embrionárias do camarão de água-doce M. olfersii. 
 
2.2. Objetivos específicos 
Avaliar a morfologia das estruturas embrionárias visíveis 
externamente; 
Quantificar a expressão da proteína fosfo-histona H3 (FHH3), 
como marcador mitótico, nas células embrionárias; 
Verificar a ocorrência de apoptose nas células embrionárias, 
bem como quantificar a expressão da proteína caspase3, envolvida no 
processo de apoptose; 
Interpretar o balanço entre a proliferação e apoptose nas células 
embrionárias. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
3.1. Material biológico 
Machos, fêmeas e fêmeas ovígeras do camarão de água-doce M. 
olfersii foram coletados no Parque Municipal da Lagoa do Peri (Figura 
3), Florianópolis, Santa Catarina, Brasil (Autorização Permanente 
IBAMA nº 15294-1/2008). Este local foi escolhido por ser um 
manancial de água-doce para a população humana da Ilha de Santa 
Catarina e por ser livre da ação antrópica (CECA/FNMA, 1996; 
LISBOA et al., 2011). A captura foi realizada entre os meses de agosto 
de 2015 a novembro de 2016, com auxílio de puçás (malha de 0,5 cm), 
que foram passados entre a vegetação e as pedras submersas. Após 
coletados, os camarões foram transportados para o LRDA/BEG/UFSC, 
em aquários portáteis com capacidade de 16 L. Em laboratório, os 
camarões foram mantidos em aquários com capacidade de 60 L, em 
condição de aeração constante, ciclo claro:escuro de 12 h: 12 h com 
lâmpada fluorescente Philips TLT 40 W/75 RS, em temperatura de 24°C 
(±1). Os camarões foram alimentados diariamente com ração para 
organismos aquáticos (Alcon Bottom Fish®), em pequenas bandejas 
para controle de consumo. Para viabilizar a realização de cópula e a 
obtenção de fêmeas ovígeras, os camarões foram mantidos na proporção 
de 1 macho: 3 fêmeas. Para o estudo do efeito da RUVB foram 
utilizados embriões provenientes das fêmeas que ficaram ovígeras em 
laboratório, bem como embriões obtidos das fêmeas ovígeras coletadas 
na Lagoa do Peri.  
 
 
Figura 3 – Localização do Parque Municipal da Lagoa do Peri em 
Florianópolis, Santa Catarina, Brasil. X indica os pontos de coleta. Fonte: 
adaptado de STICCA (2013).  
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3.2. Delineamento dos grupos experimentais 
Foram organizados seis grupos experimentais, os quais estão 
descritos no Quadro 1.  
 
Quadro 1 – Descrição dos grupos propostos para o estudo dos efeitos da 
RUVB sobre os embriões de M. olfersii.  
Grupo 
Dia 
embrionário 
– irradiação 
Tempo pós 
irradiação 
(h)* 
Dia 
embrionário 
– análise 
Finalidade 
UVB  E7 
24 
E8 
(n  45 
embriões/3 
fêmeas) 
Verificar se a 
RUVB, em 
condições 
controladas de 
laboratório, induz 
alterações na 
morfologia 
externa e nos 
processos de 
proliferação e 
apoptose nas 
células 
embrionárias. 
48 
E9  
(n  45 
embriões/3 
fêmeas) 
Ambiente - - 
E8  
(n  45 
embriões/3 
fêmeas) 
Verificar o 
impacto da RUVB 
solar na 
morfologia 
externa e nos 
processos de 
proliferação e 
apoptose nas 
células 
embrionárias. 
E9  
(n  45 
embriões/3 
fêmeas) 
Controle - - 
E8  
(n  45 
embriões/3 
fêmeas) 
Avaliar a 
morfologia 
externa e os 
processos de 
proliferação e 
apoptose em 
embriões obtidos 
em laboratório e 
não irradiados 
com RUVB.  
E9  
(n  45 
embriões/3 
fêmeas) 
* Tempos definidos de acordo com ZENI et al. (2015) e QUADROS et al. 
(2016).   
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3.3. Estagiamento dos embriões  
Para o reconhecimento dos estágios do desenvolvimento foi 
adotado o estagiamento por dia embrionário (E), onde cada dia 
embrionário corresponde a um intervalo de 24 h (SIMÕES-COSTA et 
al., 2005). Amostras com 20 ovos por fêmea ovígera foram retiradas 
para o reconhecimento das características externas dos embriões ao 
estereomicroscópio (Olympus SHZ10, 35X a 70X). Como 
características morfológicas foram consideradas a presença dos lobos 
ópticos e dos olhos, dos apêndices corporais e papila caudal. Neste 
estudo, foram utilizados embriões em E7, E8 e E9. Essas idades foram 
escolhidas devido ao fato de que os embriões são formados por poucas 
camadas celulares, que compõem estruturas embrionárias bem definidas 
e reconhecíveis externamente (Figura 4). 
 
 
Figura 4 – Embriões de M. olfersii em E7, E8 e E9, destacando as regiões 
embrionárias em vista total e em secções sagitais com coloração HE. C, 
cromatóforo; LO, lobo óptico; O, olho; PC, papila caudal; V, vitelo. Barra de 
escala da vista total: 0,1 mm e da secção sagital: 200 µm. 
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3.4. Procedimento de irradiação  
Para o procedimento de irradiação foi utilizada a metodologia 
proposta por NAZARI et al. (2010), onde as fêmeas ovígeras, com 
embriões em E7, obtidas em laboratório foram transferidas para um 
aquário de 16 L, desprovido de abrigos, equipado com lâmpada 
Ultravioleta B (UVB) de 6 W (Vilber Lourmat) e irradiadas por 30 min, 
com irradiância de 310 mW/cm
2
. A irradiância utilizada em laboratório 
simula a irradiância média natural, a qual as fêmeas ovígeras estão 
expostas durante a estação reprodutiva na Ilha de Santa Catarina. Após a 
irradiação, as fêmeas ovígeras foram mantidas em um aquário escuro 
por 24 h e 48 h, quando foram analisadas em E8 e E9, respectivamente.  
 
3.5. Análise da morfologia externa dos embriões  
Foi realizada amostragem de ovos (n = 20 ovos/fêmea) para o 
reconhecimento das características externas dos embriões ao 
estereomicroscópio (Olympus SHZ10, 35X a 70X), bem como para a 
caracterização e quantificação de possíveis alterações morfológicas 
induzidas pela RUVB. Para isso, foram considerados os parâmetros: 
opacidade do embrião, pigmentação dos olhos e dos cromatóforos e 
distribuição da massa de vitelo. 
 
3.6. Análise microscópica dos embriões 
3.6.1. Fixação e inclusão dos ovos 
Os ovos em E8 e E9 foram fixados em solução PEM-FA 
(tampão PIPES 0,1M + EGTA 2,0 mM + MgSO4 1,0 mM + formaldeído 
3,7%; pH 6,9) (SCHOLTZ et al., 1994) por 30 min à temperatura 
ambiente. Após a fixação, os ovos foram mantidos em tampão fosfato 
salino (PBS, do inglês phosphate buffered saline) (Na2HPO4 + NaH2PO4 
+ KCl + NaCl + H2O destilada, 0,1M, pH 7,4 a 4°C). Em seguida, os 
ovos foram submetidos a banhos em solução crioprotetora de sacarose a 
5% e 15% por 3 h a 4°C e em solução de sacarose a 30% por 24 h a 4°C 
(ZENI et al., 2015). A inclusão dos ovos foi realizada com meio de 
montagem Tissue Tek® a -25°C e os cortes seriados na espessura de 6 
μm foram obtidos em criostato Leica CM 1850 UV, sendo os cortes 
organizados em lâminas tratadas com poli-L-lisina e identificados pelo 
grupo experimental. Após a montagem, as lâminas foram mantidas a 
4°C para preservação dos cortes. Parte das lâminas foi destinada às 
análises por imuno-histoquímica e a outra parte para as análises pelo 
método de TUNEL. Para controle histológico e verificação da 
integridade dos tecidos e células, foi realizada coloração com 
Hematoxilina-Eosina (HE). 
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3.6.2. Marcações celulares 
Para verificar a presença das proteínas envolvidas nos processos 
de proliferação e apoptose foi realizada a técnica de imuno-
histoquímica, utilizando anticorpos primários e secundários específicos. 
As lâminas foram lavadas em água corrente por 3 vezes à temperatura 
ambiente para a remoção do meio de montagem. Em seguida, os cortes 
foram tratados com H2O2: metanol 100% (1:2) por 10 min para a 
inativação das peroxidases endógenas. Os cortes foram permeabilizados 
em tampão PBS + Triton X-100 a 0,3% por 30 min e tratados com soro 
fetal bovino a 5% por 40 min. Em seguida, os cortes foram incubados 
com os anticorpos primários anti-FHH3 (marcador mitótico; 
desenvolvido em coelho) e anti-caspase3 (marcador apoptótico; 
desenvolvido em coelho), durante a noite a 4°C. Após, os cortes foram 
lavados 2 vezes com tampão PBS + Triton X-100 a 0,3% por 45 min e 
incubados com anticorpos secundários anti-coelho conjugado à 
peroxidase (para o anticorpo FHH3) e anti-coelho biotinilado conjugado 
à peroxidase (para o anticorpo caspase3) durante 3 h à temperatura 
ambiente. A detecção das marcações foi feita com DAB 
(3,3’diaminobenzidina). Posteriormente, os cortes foram desidratados 
em série crescente de etanol e diafanizados com xilol. As lâminas foram 
finalizadas com Entelan®. Os controles negativos da reação por imuno-
histoquímica foram realizados da mesma forma, suprimindo-se apenas a 
incubação com os anticorpos primários, os quais foram substituídos por 
tampão PBS.  
 
3.6.3. Identificação de células apoptóticas pelo método de TUNEL 
As lâminas foram submetidas a banhos de água corrente para a 
remoção do meio de montagem. Em seguida foram lavadas com TBS 
(do inglês Tris Buffered Saline; 0,1M, pH 7,4). A permeabilização das 
membranas celulares foi feita com proteinase K diluída em tampão Tris 
10 mM, pH 8,0 (1:400). O bloqueio das peroxidases endógenas foi 
realizado com metanol: peróxido (9:1). Para a reação de equilíbrio e 
marcação as lâminas foram incubadas com a enzima de marcação (TdT 
DNA Fragmentation Detection kit) a 37°C em câmara úmida por 1 h e 
30 min. A detecção das marcações foi feita com DAB e as células foram 
contracoradas com verde de metila. As lâminas foram finalizadas com 
Entelan®.  
 
3.7. Quantificação das células em proliferação e em apoptose 
As células em proliferação e em apoptose foram quantificadas 
com o auxílio da gratícula de Weibel (FREERE e WEIBEL, 1967), com 
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área conhecida de 36 mm
2
, acoplada ao microscópio de luz (Olympus 
CBA) (adaptado de MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). As 
quantificações foram realizadas nos embriões seccionados no plano 
sagital, sendo amostrada uma área de gratícula que abrange o lobo 
óptico e outra área de gratícula para a papila caudal. Para quantificar as 
células FHH3-positivas e as caspase3-positivas foi utilizado o aumento 
de 400X e para as células TUNEL-positivas foi utilizado o aumento de 
1000X. 
 
3.8. Análise dos dados  
As alterações morfológicas e as marcações celulares foram 
fotodocumentadas ao esteromicroscópio Olympus SHZ10 (35X a 70X) e 
ao microscópio Nikon 80i (200X a 1000X). Os resultados quantitativos 
foram organizados em gráficos e tabelas, sendo os dados avaliados no 
programa estatístico Statistica versão 13.0 para Windows. Para verificar 
a existência de diferenças significativas entre as médias dos grupos 
analisados foi utilizado o teste de análise de variância (ANOVA) de uma 
via, seguido pelo teste de Tukey, sendo considerado significativo o valor 
de p < 0,05. Os resultados foram apresentados em média (± desvio 
padrão). Para o cálculo do tamanho amostral de cada análise quantitativa 
foi utilizada a fórmula n = (1,96.s)/l, onde s = desvio padrão de uma 
amostra inicial e l = 10% da média da amostra inicial (BUSSAB e 
MORETTIN, 2004). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Alterações na morfologia externa dos embriões induzidas pela 
RUVB 
Na análise da morfologia externa dos embriões foram 
observadas alterações na opacidade do embrião, na pigmentação dos 
olhos e dos cromatóforos e na distribuição do vitelo dos grupos UVB e 
ambiente (Figura 5). 
Nos embriões em E8, a RUVB induziu opacidade em 1,7% dos 
embriões do grupo UVB e nos embriões do grupo ambiente não foi 
observado esse tipo de alteração (Tabela 1).  Por sua vez, na idade E9, a 
porcentagem de embriões opacos foi mais alta, tanto no grupo UVB 
(46,7%), quanto no grupo ambiente (31,7%). Na pigmentação dos olhos 
foram observadas alterações apenas nos embriões em E9, sendo 35,0% 
no grupo ambiente e 30,0% no grupo UVB. A porcentagem de 
alterações na pigmentação dos cromatóforos em E8 foi de 25,0% nos 
embriões do grupo ambiente e 5,0% nos do grupo UVB.  Em E9, 83,3% 
do grupo ambiente apresentou pigmentação anormal nos cromatóforos e, 
neste caso, não houve nenhuma alteração nos embriões analisados do 
grupo UVB. Na distribuição do vitelo, ocorreu alteração nos embriões 
do grupo UVB (8,3%) em E8 e nos embriões do grupo ambiente (5,0%) 
em E9. 
 
 
 
Figura 5 – Embriões de M. olfersii em E8 e E9, destacando os tipos de 
alteração na morfologia externa, após exposição à RUVB, em vista total. 
Embriões controles em E8 e E9 (A, B), embrião em E8 com opacidade (C), 
embrião em E8 com alteração na distribuição do vitelo (D), embrião em E9 com 
alteração na pigmentação dos cromatóforos (E), embrião em E9 com alteração 
na pigmentação do olho (F). C, cromatóforo; LO, lobo óptico; O, olho; PC, 
papila caudal; V, vitelo. Barra de escala: 0,1 mm.  
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Tabela 1 – Porcentagem de alterações na morfologia externa dos embriões 
de M. olfersii em E8 e E9 nos diferentes grupos experimentais. 
  
Opacidade 
do embrião 
Pigmentação 
dos olhos 
Pigmentação 
dos 
cromatóforos 
Distribuição 
do vitelo 
E8 
Controle 0,0 0,0 0,0 0,0 
Ambiente 0,0 0,0 25,0 0,0 
UVB 1,7 0,0 5,0 8,3 
E9 
Controle 0,0 0,0 0,0 0,0 
Ambiente 31,7 35,0 83,3 5,0 
UVB 46,7 30,0 0,0 0,0 
 
Os resultados mostram que os embriões coletados no ambiente 
apresentaram os mesmos tipos de alterações que os embriões dos grupos 
irradiados em laboratório. Essa similaridade, quanto aos tipos de 
alteração, pode estar relacionada ao fato de que a irradiância utilizada 
em laboratório simula, conforme o esperado, a radiação recebida no 
ambiente natural. 
A diferença de porcentagem das alterações morfológicas 
observadas nas duas idades, dos embriões coletados no ambiente, pode 
ser explicada em função do tempo e da intensidade de exposição solar 
nos embriões. Observa-se que os embriões em E9 apresentaram maior 
diversidade e porcentagem de alterações, quando comparados aos 
embriões em E8. Isso pode estar relacionado ao tempo de exposição à 
RUVB, à incidência recebida pelos embriões e também às características 
da idade embrionária, visto que, nos embriões em E9, o número de 
células é maior e a maturação dos tecidos encontra-se mais avançada. 
Essas características apresentadas pelos embriões em E9 permitem 
melhor visualização das alterações induzidas pela RUVB.  
 Já quando analisados os embriões dos grupos irradiados em 
laboratório, também se podem observar diferenças na diversidade e 
porcentagem das alterações, quando comparadas as duas idades. As 
amostras analisadas em E9 apresentaram maior porcentagem de 
opacidade nas células embrionárias do que as amostras analisadas em 
E8.  Isso pode estar relacionado ao intervalo de tempo de análise após a 
irradiação (24 h e 48 h), onde após 48 h da irradiação (E9), a 
visualização das alterações torna-se mais evidente. Além disso, também 
foram observadas alterações na pigmentação dos olhos em E9, mas não 
foram encontradas em E8. Supõe-se que, neste caso, seja por causa do 
tamanho do olho (maior número de omatídeos), visto que, em E9 o 
mesmo apresenta-se maior do que em E8, possibilitando melhor 
visualização das características embrionárias.  
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Nos embriões irradiados em laboratório, a menor frequência de 
alterações na pigmentação dos cromatóforos pode estar relacionada à 
dose de RUVB recebida pelos embriões, bem como aos tempos de 
análise após a irradiação. Analisando os resultados obtidos nos embriões 
do ambiente, pode-se deduzir que a alta porcentagem dessas alterações, 
a qual foi maior em E9, tenha sido reflexo de uma exposição maior à 
RUVB. GOUVEIA et al., (2004), utilizando uma dose de RUVB 10 
vezes menor do que a utilizada no presente trabalho, relataram que a 
RUVB não induziu alterações na pigmentação dos cromatóforos do 
camarão Palaemonetes argentinus e do caranguejo Chasmagnathus 
granulata, imediatamente após a exposição em laboratório. Já NAZARI 
et al. (2010), utilizando a mesma dose do presente trabalho, mostraram 
alterações na pigmentação dos cromatóforos de M. olfersii, mesmo 
decorridos 4 dias da exposição à RUVB.  Assim, considerando as 
comparações acima estabelecidas, sugere-se que as alterações nos 
cromatóforos dos embriões apresentem caráter dose e tempo 
dependentes.  
Poucos são os estudos realizados com embriões de camarões 
que abordem os efeitos da RUVB na morfologia externa durante o 
desenvolvimento. Entretanto, em outras espécies aquáticas já foram 
observadas alterações morfológicas induzidas pela RUVB. O estudo 
feito por DONG et al. (2007) mostrou que embriões de peixes 
apresentaram alterações na morfologia, quando irradiados com UVB. 
ADAMS e SHICK (2001) relataram que a RUVB causou malformação e 
atraso no desenvolvimento embrionário em ouriços do mar e 
BONAVENTURA et al. (2006) também mostraram anormalidades 
morfológicas em embriões de ouriços do mar induzidas pela RUVB. Já, 
alterações relacionadas à morfologia do olho expostos à RUVB foram 
relatadas em caranguejos adultos por MIGUEL et al. (2002), bem como 
por VARGAS et al. (2010). Esses estudos mostram que a RUVB 
compromete a morfologia externa dos organismos expostos e os danos 
encontrados são variados. Vale destacar que, embora a irradiação 
utilizada em laboratório simule a irradiância de UVB solar recebida 
pelos embriões no ambiente, as alterações morfológicas externas 
observadas nos embriões irradiados em laboratório não refletem a 
intensidade real de RUVB solar. Essas alterações podem, com uma dose 
maior de exposição à RUVB, comprometer a funcionalidade dos 
sistemas orgânicos dos embriões e resultar em larvas com estruturas e 
órgãos não viáveis, o que potencialmente poderia afetar a dinâmica 
populacional de M. olfersii na Lagoa do Peri.  
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4.2. Efeito da RUVB na proliferação das células embrionárias 
Após identificação das alterações na morfologia externa dos 
embriões de M. olfersii, foram realizadas análises de marcações 
celulares por imuno-histoquímica, a fim de verificar as alterações 
induzidas pela RUVB na expressão da proteína FHH3, envolvida no 
processo de proliferação celular. A quantificação da proliferação celular, 
nas regiões embrionárias do lobo óptico (LO) e da papila caudal (PC), 
mostrou que a expressão dessa proteína nos embriões dos grupos 
analisados em E8 foi semelhante aos analisados em E9.  
A expressão da FHH3 no LO foi menor nos embriões em E8 do 
grupo UVB, os quais apresentaram em média 5,9 (± 2,1; p < 0,05) 
células positivas/mm
2
, enquanto que os do grupo ambiente apresentaram 
6,3 (± 2,2; p < 0,05) células positivas/mm
2 
e os do grupo controle 9,3 (± 
2,4) células positivas/mm
2 
(Figura 6). Em E9, os embriões do grupo 
UVB apresentaram 6,5 (± 2,0; p < 0,05) células positivas/mm
2
, os do 
grupo ambiente 6,4 (± 1,9; p < 0,05) células positivas/mm
2 
e os do grupo 
controle 9,0 (± 2,2) células positivas/mm
2
 para a região do LO.  
Na região da PC, a expressão da FHH3 foi menor nos embriões 
em E8 do grupo ambiente, nos quais foram encontradas em média 7,5 (± 
1,6; p < 0,05) células positivas/mm
2
. Enquanto que, nos embriões do 
grupo UVB a média encontrada foi de 7,9 (± 1,7; p < 0,05) células 
positivas/mm
2
 e nos do grupo controle 10,1 (± 2,3) células 
positivas/mm
2
. Em E9, a menor expressão da FHH3 na PC foi 
observada nos embriões do grupo UVB, a qual foi de 7,2 (± 1,8; p < 
0,05) células positivas/mm
2
, já nos do grupo ambiente foi de 8,2 (± 2,6; 
p < 0,05) células positivas/mm
2
 e nos do grupo controle 10,9 (± 3,1) 
células positivas/mm
2
.  
A expressão da FHH3 também foi verificada somando-se os 
resultados obtidos da região do LO e da PC nos embriões das duas 
idades analisadas. Em E8, os embriões do grupo ambiente apresentaram 
uma média de 13,9 (± 2,8; p < 0,05) células positivas/mm
2 
e os embriões 
do grupo UVB apresentaram 13,8 (± 2,6; p < 0,05) células 
positivas/mm
2
, enquanto que os do grupo controle apresentaram 19,5 (± 
3,2) células positivas/mm
2
 (Figura 7). Em E9, a menor expressão dessa 
proteína foi encontrada nos embriões do grupo UVB, a qual foi de 13,7 
(± 2,7; p < 0,05) células positivas/mm
2
. Nos embriões do ambiente a 
média foi 14,6 (± 3,4; p < 0,05) células positivas/mm
2
 e nos do controle 
foi 19,9 (± 3,6) células positivas/mm
2
. 
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Figura 6 – Imunomarcação da proteína FHH3 nos embriões de M. olfersii 
em E8 e E9. Gráficos mostram o número de células em proliferação por área 
(NA). Setas indicam as células imunomarcadas. LO, lobo óptico; PC, papila 
caudal; V, vitelo. Insertos nas fotos mostram o controle negativo da reação 
imuno-histoquímica. Letras minúsculas sobre as barras dos gráficos indicam 
diferença significativa entre os grupos p < 0,05. Barra de escala: 100 µm (nas 
secções sagitais) e 50 µm nos detalhes do LO e da PC.   
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Figura 7 – Número total de células imunomarcadas para a proteína FHH3, 
por área (NA), nos embriões de M. olfersii em E8 e E9. Letras minúsculas 
sobre as barras dos gráficos indicam diferença significativa entre os grupos p < 
0,05.  
 
Analisando os resultados obtidos relacionados à expressão da 
proteína FHH3, pode-se observar que a RUVB induziu alterações no 
processo de proliferação celular. HOLLMANN et al. (2016), em um 
estudo com caranguejos, realizaram ensaios por imuno-histoquímica e 
relataram que o número de células mitóticas diminuiu nos grupos 
irradiados com RUVB. No presente estudo, o mesmo pôde ser 
observado com as células embrionárias de M. olfersii, as quais 
apresentaram um número menor de marcações celulares nos embriões 
em E8 e E9 coletados na Lagoa do Peri e nos irradiados em laboratório. 
NAZARI et al. (2010; 2013) e ZENI et al. (2015), utilizando a mesma 
irradiância de UVB, também mostram diminuição na proliferação 
celular em embriões de M. olfersii. Contudo, o presente trabalho 
apresenta o diferencial de analisar os efeitos da RUVB por região 
embrionária.  
Considerando os trabalhos existentes, a expectativa inicial era 
de que a RUVB atingisse de forma semelhante tanto a região do LO, 
quanto a região da PC. Entretanto, os resultados obtidos indicam que o 
LO aparentemente foi mais afetado, porque apresentou menor número 
de células em proliferação. Apesar disso, não é seguro afirmar que esta 
região foi mais afetada, pois o tamanho do LO é menor do que o da PC, 
ou seja, o LO apresenta menor número de células embrionárias, o que 
poderia justificar o menor número de marcações nesta região. Assim, 
tanto a região do LO quanto a da PC foram comprometidas de maneira 
semelhante. Vale destacar ainda que, como a proliferação celular é 
essencial para os eventos de morfogênese e organogênese, interferências 
nesse processo podem prejudicar o desenvolvimento adequado dos 
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embriões, visto que as estruturas derivadas do LO e da PC podem 
apresentar tamanhos menores e formatos alterados, devido ao menor 
número de células em proliferação. Entretanto, torna-se necessário a 
realização de estudos complementares, analisando idades embrionárias 
mais avançadas, a fim de elucidar esses possíveis efeitos nas estruturas.  
 
4.3. Efeito da RUVB na morte celular por apoptose  
Nas marcações por imuno-histoquímica observa-se que a 
expressão da proteína caspase3 no LO dos embriões em E8 apresentou 
maior número de marcações no grupo UVB, sendo em média de 10,7 (± 
2,8; p < 0,05) células positivas/mm
2
. O grupo ambiente apresentou 10,1 
(± 2,7; p < 0,05) células positivas/mm
2
 e o grupo controle 8,2 (± 2,2) 
células positivas/mm
2
 (Figura 8). No LO dos embriões em E9, a maior 
expressão dessa proteína também ocorreu no grupo UVB, a qual foi de 
10,2 (± 2,6; p < 0,05) células positivas/mm
2
. No grupo ambiente a média 
foi de 9,4 (± 2,4; p < 0,05) células positivas/mm
2
 e no grupo controle 8,1 
(± 2,1) células positivas/mm
2
. 
Na região da PC dos embriões em E8 o maior número de 
marcações da caspase3 ocorreu no grupo UVB, sendo de 11,9 (± 2,4; p 
< 0,05) células positivas/mm
2
. No grupo ambiente foi de 10,6 (± 2,6; p < 
0,05) células positivas/mm
2
 e no controle de 8,2 (± 2,2) células 
positivas/mm
2
. Nos embriões em E9, o grupo UVB teve 11,6 (± 2,6; p < 
0,05) células positivas/mm
2
, enquanto que o grupo ambiente teve 11,5 
(± 2,9; p < 0,05) células positivas/mm
2
 e o controle 9,4 (± 2,7) células 
positivas/mm
2
 na região da PC. 
Os resultados obtidos da expressão da caspase3 nas células da 
região do LO e da PC também foram somados e analisados ao total. Em 
E8, o grupo UVB teve em média 22,6 (± 2,7; p < 0,05) células 
positivas/mm
2
, enquanto que o grupo ambiente apresentou 20,7 (± 3,3; p 
< 0,05) células positivas/mm
2
 e o grupo controle 16,4 (± 2,6) células 
positivas/mm
2
 (Figura 9). Em E9, a média de marcações nos embriões 
do grupo UVB foi de 21,8 (± 2,4; p < 0,05) células positivas/mm
2
, no 
grupo ambiente foi de 21,0 (± 3,4; p < 0,05) células positivas/mm
2
 e no 
grupo controle 17,4 (± 3,0) células positivas/mm
2
. 
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Figura 8 – Imunomarcação da proteína caspase3 nos embriões de M. 
olfersii em E8 e E9. Gráficos mostram o número de células em apoptose por 
área (NA). Setas indicam as células imunomarcadas. LO, lobo óptico; PC, 
papila caudal; V, vitelo. Insertos nas fotos mostram o controle negativo da 
reação imuno-histoquímica. Letras minúsculas sobre as barras dos gráficos 
indicam diferença significativa entre os grupos p < 0,05. Barra de escala: 100 
µm (nas secções sagitais) e 50 µm nos detalhes do LO e da PC.   
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Figura 9 – Número total de células imunomarcadas para a proteína 
caspase3, por área (NA), nos embriões de M. olfersii em E8 e E9. Letras 
minúsculas sobre as barras dos gráficos indicam diferença significativa entre os 
grupos p < 0,05.  
 
Nos resultados obtidos pelo método de TUNEL, as marcações 
celulares apoptóticas na região do LO dos embriões em E8 também 
foram maiores no grupo UVB, sendo em média de 3,6 (± 1,1; p < 0,05) 
células positivas/mm
2
. No grupo ambiente a média foi de 3,5 (± 1,3; p < 
0,05) células positivas/mm
2
 e no grupo controle de 2,2 (± 0,9) células 
positivas/mm
2
 (Figura 10). Nos embriões em E9, o grupo UVB 
apresentou 3,9 (± 1,2; p < 0,05) células positivas/mm
2
, enquanto que o 
grupo ambiente teve 3,7 (± 1,0; p < 0,05) células positivas/mm
2
 e o 
grupo controle 2,4 (± 0,8) células positivas/mm
2
 na região do LO. 
Na região da PC dos embriões em E8, o número de marcações 
celulares foi maior no grupo UVB, sendo de em média 5,2 (± 1,4; p < 
0,05) células positivas/mm
2
. Enquanto que o grupo ambiente teve 5,0 (± 
1,2; p < 0,05) células positivas/mm
2
 e o grupo controle 2,8 (± 0,9) 
células positivas/mm
2
. Nos embriões em E9, o grupo ambiente 
apresentou mais marcações celulares na região da PC, sendo em média 
de 5,8 (± 1,4; p < 0,05) células positivas/mm
2
, enquanto que o grupo 
UVB apresentou uma média de 5,5 (± 1,5; p < 0,05) células 
positivas/mm
2
 e o grupo controle de 3,0 (± 1,1) células positivas/mm
2
. 
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Figura 10 – Detecção de células apoptóticas nos embriões de M. olfersii em 
E8 e E9 pelo método de TUNEL. Gráficos mostram o número de células em 
apoptose por área (NA). Setas indicam as células imunomarcadas. LO, lobo 
óptico; PC, papila caudal; V, vitelo. Insertos nas fotos mostram o detalhe da 
marcação. Letras minúsculas sobre as barras dos gráficos indicam diferença 
significativa entre os grupos p < 0,05. Barra de escala: 100 µm (nas secções 
sagitais) e 50 µm nos detalhes do LO e da PC.   
 
Os resultados obtidos pelo TUNEL da região do LO e da PC 
também foram somados e analisados separadamente por idade. Nos 
embriões em E8, o grupo UVB teve em média 8,8 (± 1,8; p < 0,05) 
células positivas/mm
2
, enquanto que o grupo ambiente teve 8,5 (± 1,7; p 
< 0,05) células positivas/mm
2
 e o grupo controle 5,0 (± 1,1) células 
positivas/mm
2
 (Figura 11). Nos embriões em E9, o maior número de 
marcações foi observado no grupo ambiente, o qual foi de 9,5 (± 1,2; p 
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< 0,05) células positivas/mm
2
. No grupo UVB, a média foi de 9,4 (± 1,4; 
p < 0,05) células positivas/mm
2
 e no grupo controle de 5,4 (± 1,1) 
células positivas/mm
2
. 
 
 
Figura 11 – Número total de células apoptóticas, por área (NA), 
reconhecidas pelo método de TUNEL nos embriões de M. olfersii em E8 e 
E9. Letras minúsculas sobre as barras dos gráficos indicam diferença 
significativa entre os grupos p < 0,05.  
 
A apoptose é um mecanismo celular que controla o número de 
células na morfogênese e organogênese quando a proliferação celular é 
excessiva, durante o desenvolvimento embrionário (DOSEFF, 2004). 
Além disso, também serve como um meio de manutenção da integridade 
dos tecidos dos organismos quando estes são expostos a estímulos 
extrínsecos que promovem danos às células (ZHOU e STELLER, 2003).  
A caspase3 é uma das proteínas envolvidas na cascata dos múltiplos 
eventos que desencadeiam a apoptose, sendo a última das caspases a ser 
ativada, promovendo a clivagem do DNA e a formação dos corpos 
apoptóticos (COHEN, 1997).  
Durante o desenvolvimento, observa-se uma condição estável 
de equilíbrio dinâmico, controlado por mecanismos de regulação, dessa 
forma, o balanço entre proliferação e morte celular é mantido. Assim, 
quando um dano ocorre nas células, a apoptose pode ser desencadeada 
para evitar a transmissão desse dano para as células filhas, evitando 
prejuízos maiores nos tecidos e órgãos dos indivíduos (DOSEFF, 2004). 
Entretanto, como as divisões celulares acontecem rapidamente (NINOV 
et al., 2009), nem sempre um organismo consegue eliminar um dano e o 
mesmo é repassado durante os processos mitóticos.  
Observando os dados obtidos nesse trabalho, pode-se dizer que 
a RUVB alterou o processo de morte celular por apoptose nas células 
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embrionárias, visto que a expressão da caspase3 e a ocorrência de 
apoptose apresentaram-se maiores nos embriões expostos à RUVB dos 
dois grupos analisados (laboratório e ambiente) nas duas idades. Além 
disso, foram verificadas também marcações celulares indicando 
apoptose nos embriões do grupo controle, contudo, isso pode ocorrer 
devido ao processo natural de apoptose no desenvolvimento 
embrionário, que independe do insulto da RUVB (ALBERTS et al., 
2011). 
A mesma expectativa inicial para a expressão da FHH3 foi 
também para a caspase3. Contudo, na região da PC constatou-se um 
maior número de células em apoptose, nos embriões dos dois grupos 
expostos à RUVB, o que indicaria que essa região foi mais afetada. 
Entretanto, como o tamanho da PC é maior que o LO, obviamente o 
número de marcações celulares seria maior na PC, por isso não se pode 
afirmar que a PC foi a região mais afetada.  
Estudos também revelaram danos causados pela RUVB em 
organismos aquáticos. SINGH et al. (2015) relataram aumento na 
fragmentação do DNA de peixes, LESSER et al. (2003) mostraram 
indução à apoptose em células embrionárias de ouriços do mar, KIM et 
al. (2015) mostraram indução ao estresse oxidativo em embriões de 
copépodes e HOLLMANN et al. (2015; 2016) relataram aumento de 
estresse oxidativo e aumento da proteína P53 em caranguejos expostos à 
RUVB. Esses estudos mostram que a RUVB pode induzir a apoptose 
por vias celulares distintas em diferentes organismos e em diferentes 
estágios de vida.  
Numa análise geral dos processos de proliferação e apoptose, 
dos embriões em E8 e E9, foi observado que os grupos expostos à 
RUVB apresentaram maior número de células em apoptose e menor 
número de células em proliferação, quando comparados aos respectivos 
controles. A similaridade dos resultados obtidos entre as duas idades 
pode ser explicada pelo pequeno intervalo de tempo entre E8 e E9, que é 
de 24 h. A similaridade dos resultados obtidos entre as regiões do LO e 
da PC pode ser explicada em virtude das células de ambas as regiões 
encontrarem-se no mesmo momento do desenvolvimento embrionário, o 
qual compreende à organogênese e morfogênese iniciais (MÜLLER et 
al., 2003; 2004). Além disso, constatou-se que a irradiância UVB 
utilizada em laboratório é similar a do ambiente, porém a dose induzida 
no laboratório é considerada baixa frente à dose recebida no ambiente. 
Com os resultados do presente trabalho, verificou-se que baixa dose de 
RUVB foram capazes de provocar alterações nos embriões de M. 
olfersii, pois a irradiância induzida no laboratório promoveu um 
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desequilíbrio no balanço entre proliferação e apoptose das células 
embrionárias dessa espécie.  
Considerando todos os resultados, a hipótese do presente estudo 
foi aceita, visto que puderam ser observados danos induzidos pela 
RUVB na morfologia externa de M. olfersii, bem como diminuição na 
proliferação e aumento na ocorrência de apoptose nas células 
embrionárias expostas à radiação. Além disso, ressalta-se a importância 
dos ensaios realizados com os embriões coletados do ambiente que 
serviram para verificar se os procedimentos laboratoriais estavam de 
acordo com a realidade a qual os embriões de M. olfersii estão expostos. 
Assim, os resultados obtidos neste trabalho são importantes para 
considerar as condições reais de exposição dos embriões no ambiente 
natural, diante das alterações climáticas globais e do aumento da 
incidência de RUVB que atinge a superfície terrestre.  
Espera-se ainda que este trabalho possa colaborar com futuros 
estudos envolvendo os efeitos fotobiológicos da RUVB em organismos 
que vivem no ambiente aquático, no qual esta radiação penetra com 
facilidade, dependendo da turbidez na coluna d’água. Vale ressalvar que 
estudos que abordem essa temática devem ser incentivados, 
considerando que esses organismos são essenciais para a manutenção da 
biodiversidade aquática e que a rarefação na camada de ozônio é 
considerada um problema ambiental. 
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5. CONCLUSÕES 
 
As análises realizadas neste trabalho mostraram que a RUVB 
induziu: 
 - alterações na morfologia externa dos embriões de M. olfersii, 
de forma mais expressiva naqueles em E9 obtidos do ambiente, como 
opacidade dos embriões, alteração na pigmentação dos olhos e dos 
cromatóforos e na distribuição do vitelo nos ovos;  
 - diminuição no número de células em proliferação celular, 
tanto na região do LO quanto na região da PC dos embriões irradiados 
em laboratório e dos coletados no ambiente; 
 - aumento no número de células em apoptose, das regiões do 
LO e da PC, tanto nos embriões expostos em laboratório quanto nos 
embriões coletados no ambiente.  
 De um modo geral, a RUVB promoveu alterações semelhantes 
nas duas idades analisadas e nas duas regiões embrionárias, tanto nos 
embriões do laboratório quanto nos embriões do ambiente.  
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